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® Verfahren zur Isolierung von Nucleinsauren 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrich- 
tung zur Isolierung von Nucleinsauren aus einer Probe, 
wobei eine aus Zufallssequenzen bestehende DNA-Mi- 
schung zur Isolierung eingesetzt wird. 
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Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verf ahren und eine 
Vorrichtung zur Isolierung von Nucleinsauren aus einer 
Probe, insbesoDdere einern organischen oder anorganiscben 
MateriaL 

Die Isolierung von Nucleinsauren aus bestimmten Aus- 
gangsmaterialien spielt in einer Vielzahl von wissenschaftli- 
chen, industriellen oder sonstigen Bereicben eine groBe 
Rolle. Derartige Bereiche sind zum Beispiel die Umwelt- 
analytik, die Kriminaltechnik, die medizinische Diagnostik, 
die Grundlagenforschung oder ahnliches. Ebenso vielfaltig 
wie die Anwendungsbereicbe konnen die Ausgangsmateria- 
lien fur die Isolierung der Nucleinsauren sein, beispiels- 
weise eukaryontische oder prokaryontische Zellen oder de- 
ren Homogenate, Bodenproben, Blutproben, Korperfliissig- 
keiten oder Gewebehomogenate. In Abhangigkeit von die- 
sem Ausgangs- oder Probenmaterial mussen unterschiedtf- 
che AufschluBverfahren eingesetzt werden, urn die bei- 
spielsweise in Zellen und/oder Zellkemen vorhandenen Nu- 
cleinsauren einer Isolierung zuganglich zu machen. Haufig 
eingesetzte AufschluBverfahren sind zum Beispiel die Ultra- 
schall- und/oder Enzymbehandlung. Nach Durchfuhrung 
der AufschluBbehandlung werden die Nucleinsauren bei- 
spielsweise mittels Gelelektrophorese, Ultrazentrifugation 
oder Affinitatschromatographie isoliert 

Die Amnitatschrornatographie beruht im wesentlichen 
auf der Fahigkeit von Nucleinsauren, reversibel an positiv 
geladene und/oder positivpolare Matrizes zu binden. In der 
Regel wird zunachst eine anioniscbe oder polare Bindung 
der Nucleinsauren an die Matrix erwirkt und anschlieBend 
die Nucleinsaure durch Einsatz geeigneter Losemittel von 
Verunreinigungen befreit In einem zweiten Schritt wird die 
an die Matrix gebundene Nucleinsaure unter Einsatz eines 
weiteren Losemittels, beispielsweise mit hoherer Ionen- 
starke, von der Matrix gelosL AnschlieBend muB die so iso- 
lierte Nucleinsaure im allgemeinen wieder deionisiert wer- 
den, um fur weitere Untersucbungen verwendet werden zu 
konnen. 

Als nachteilig erweist sich dabei, daB je nach eingesetz- 
tem Probenmaterial und durchgefuhrtem AufscnluBverfah- 
ren unterschiedliche Isolierungsstrategien entwickelt und 
eingesetzt werden mussen. 

Sowohl DNA als auch RNA wird herkommlicherweise 
auch mittels Ultrazentrifugation isoliert, wObei haufig Pro- 
tease- und Phenolbehandlungen durchgefuhrt werden miis- 
sen. Diese Verfahrensweise weist den Nachteil auf, daB ins- 
besondere hochmolekulare DNA selbst nach Durchfuhrung 
der Isolierung haufig noch mit Proteinen verunreinigt sind 
und die Molekiile aufgrund der einwirkenden Scherkrafte 
der Gefahr des Zerbrechens ausgesetzt sind. Zudem ist die 
Phenolbehandlung gesundheits- und umweltschadlich. 

Auch die zur Nucleinsaureisolierung oftmals eingesetzte 
Gelektrophorese weist unter anderem aufgrund der notwen- 
digen vergleichsweise umstandlichen Vor- und Nachbe- 
handlung der Proben beziehungsweise Nucleinsauren Nach- 
teileauf. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende tech- 
nische Problem liegt also darin, ein kostengunstiges und ein- 
fach durchzufuhrendes Isolierungsverfahren fur Nuclein- 
sauren bereitzustellen, das aus beliebigem organischen und 
anorganischen Probenmaterial bereits wahrend des Proben- 
aufschlusses in einem einzigen Schritt bochspezifisch Nu- 
cleinsauren in besonders reiner Form bereitstellt. 

Die Erfindung lost dieses Problem durch die Bereitstel- 
lung eines Verfahrens zur Isolierung von Nucleinsauren aus 
einer Probe, wobei eine immobilisierte nur aus Zufallsse- 
quenzen bestehende DNA-Mischung mit der Probe so in 



Kontakt gebracht wird, daB eine Bindung beziehungsweise 
Hybridisierung von in der Probe vorhandenen Nucleinsau- 
ren an die immobilisierte DNA-Mischung stattfinden kann 
und wobei die gebundenen Nucleinsauren nach einem gege- 
5 benenfalls erfolgenden Waschschritt von der immobilisier- 
ten DNA-Mischung abgelost werden. 

Die Erfindung stellt also ein afflnitatschromatographi- 
sches Verf ahren zur Isolierung von Nucleinsauren bereit, bei 
dem in einer Probe enthaltene Nucleinsauren mit einer im- 
10 mobilisierten, nur aus Zufallssequenzen bestehenden DNA- 
Mischung in Kontakt gebracht werden und diese DNA-Mi- 
schung spezifisch die in der Probe enthaltenen Nucleinsau- 
ren, zum Beispiel DNA oder RNA, bindet und damit von 
den anderen Probenbestandteilen wie Kohlenhydraten, Fet- 
15 ten etc. isoliert Die dabei einzuhaltenden Hybridisierung s- 
bedingungen wie Temperatur und Pufferzusammensetzung 
hangen von der jeweiligen konkreten Isolieraufgabe ab. 

Im Zusarnmenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einer nur aus Zufallssequenzen bestehenden DNA-Mi- 
20 schung eine Mischung aus DNA-Zufallssequenzen, die auch 
als random primers bezeichnet werden, verstanden, die nicht 
spezifisch auf eine konkret zu isolierende Nucleinsaure zu- 
sarnmengestellt ist, sondern jede beliebige Nucleotidpermu- 
tation auf weist, so daB unterschiedslos alle in der Probe vor- 
25 handenen Nucleinsauren mit fur eine Hybridisierung ausrei- 
chende Kettenlange gebunden werden. Die DNA-Zufallsse- 
quenzen weisen eine im wesentlichen einheitliche, aber be- 
liebige Kettenlange auf, vorzugsweise eine durchschnittli- 
che Kettenlange von 10. Die nur aus Zufallssequenzen be- 
30 stehende DNA-Mischung weist also eine Vielzahl von un- 
terschiedlichen DNA-Molekulen in Einzelstrangform auf, 
deren Sequenz jeweils zufallsgemaB zusammengesetzt ist 
Bei der Herstellung dieser DNA-Mischung wird so vor- 
gegangen, daB im Verlauf der DNA-Synthese die vier am 
35 DNA-Aufbau beteiligten Nucleoside, das heiBt Desoxyade- 
nosin, Desoxyguanosin, Desoxycytidin und Desoxythymi- 
din sowie gegebenenfalls deren jeweilige Synthone, das 
heiBt deren stnikturanaloge Modifikationen, pro DNA-Ket- 
tenverlangerungsschritt in einem Mischungsverh&tnis von 
40 1:1:1:1 eingesetzt werden. Das hat zur Folge, daB je Po- 
sition in einer DNA-Molekulkette alle vier Nucleoside mit 
gleicher Wahrscheinlichkeit eingebaut werden. Eine DNA- 
Mischung mit DNA-Zufallssequenzen von jeweils bei- 
spielsweise 10 Nukleotiden Lange, dargestellt durch die Ab- 
45 folge 5TSrNNNNNNNNN3\ wobei N fur Desoxyadenosin, 
Desoxyguanosin, Desoxythymidin und Desoxycytidin stent, 
reprasentiert demnach eine Mischung aller einzelstrangiger 
DNA-Molekule mit einer Kettenlange von 10 Nucleotides 
das heiBt 4 10 verschiedene DNA-Molekule. Die Anzahl von 
50 unterschiedlichen DNA-Zufallsequenzen pro erfindungsge- 
maBer DNA-Mischung betragt demnach 4 X , wobei x die 
Kettenlange oder Nucleotidanzahl der DNA-Zufallssequenz 

ist ^ 
In besonders vorteilhafter Ausgestaltung der Erfindung 
55 betrifft die Erfindung ein vorgenanntes verf ahren, wobei die 
in der DNA-Mischung vorhandenen 4 X Zufallssequenzen in 
gleichen, vorzugsweise in im wesentlichen, molaren Men- 
genanteilen vorkommen. Die erfindungsgemaB eingesetzte 
DNA-Mischung ist also nicht im Hinblick auf eine konkrete 
60 Isolieraufgabe hin entwickelt, sondern stellt vielmehr eine 
• fur jede beliebige DNA- oder RNA-Isolieraufgabe einsetz- 
bare DNA-Mischung ohne jegliche konkrete DNA- oder 
RNA-Spezifitat dar. Die eingesetzte DNA-Mischung ist nur 
insoweit spezifisch, als daB sie Nucleinsauren, das heiBt 
65 DNA oder RNA, von anderen Stoffen wie zum Beispiel Pro- 
teinen, Zuckern oder ahnlicbem trennen kann. Erfindungs- 
gemaB kann jedoch vorgesehen sein, durch geeignete Aus- 
wahl der Binde- beziehungsweise Hybridisierungsbedin- 
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gungen zwischen zu isolierender Nucleinsaure und DNA- 
Mischung oder der Losebedingungen (Temperatur, Ionen- 
starke etc.) DNA von RNA zu unterscheiden. Das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren kann also in vorteilhafter Weise 
DNA- oder RNA-spezifisch durchgefuhrt werden. 5 

Selbstverstandlich kann die erfindungsgemaB einzuset- 
zende DNA-Mischung auch andere Nucleoside wie De- 
soxyinosin, Uridin, Pseudouridin, N 2 -Dimethylguanosin, 
N^Isopentenyladenosin enthalten. ErfindungsgemaB kann 
auch vorgesehen sein, anstelle der Desoxyribosederivate, 10 
Ribosederivate, also RNA-Bausteine einzusetzen. Im Zu- 
sammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter ei- 
ner DNA-Mischung ge'gebenenfalls also auch eine RNA- 
Mischung verstanden. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 15 
unter einer Probe jedes beliebige organische, anorganische 
oder organisch/anorganisches Material verstanden, sofern 
dieses eine Nucleinsaure, also DNA oder RNA, enthalL 
Eine Probe kann demgemaB eine prokaryotische oder euka- 
ryotische Zelle oder ein Zellhomogenat, eine Virussuspen- 20 
sion, Blut, Sperma, Lymph- oder sonstige Korperflussigkeit, 
Organ- oder Gewebepraparat, Wasser- oder Bodenproben, 
Pflanzenhomogenate, Bernstein oder sonstiges sein. 

Die Erfindung weist den Vorteil auf, daB aus einer Probe 
bereits wahrend des Probenaufschlusses in einem einzigen 25 
Schritt hochspezifisch Nucleinsauren isoliert werden kon- 
nen und in reiner Form erhalten werden, so daB diese direkt 
fiir andere Analyse- oder Praparationsschritte, wie beispiels- 
weise ein PGR- Verfahren, eingesetzt werden konnen. Die 
erfindungsgemaBe Vorgehensweise setzt in vorteilhafter 30 
Weise keine kosten- und zeitintensiven Anpassungsschritte 
des Verfahrens an die jeweilige Isolieraufgabe voraus. Viel- 
mehr kann das erfindungsgemaBe Verfahren direkt ohne 
weitere Modifikation fur jede beliebige Isolieraufgabe ein- 
gesetzt werden. So kann das erfindungsgemaBe Verfahren 35 
im Verlauf nahezu jeden chemischen, physikalischen oder 
chemischphysikalischen Aufschlusses organischen oder an- 
organischen Materials eingesetzt werden. 

In besonders vorteilhafter Weise kann vorgesehen sein, 
die mit der immobilisierten, nur aus Zufallssequenzen beste- 40 
henden DNA-Mischung in Kontakt gebrachte Probe Ul- 
traschalleinfluB, beispielsweise bei 20 bis 30 kHz, auszuset- 
zen, um einen ProbenaufschluB, insbesondere Zellauf- 
schluB, zu erreichen. Dies fuhrt gleichzeitig zu einer Erwar- 
mung des Reaktionsgemisches aus Probe und immobilisier- 45 
ter DNA-Mischung, so daB die in der Probe enthaltende 
DNA denaturiert wird und beim Abkiihlen an die immobili- 
sierte DNA-Mischung binden kann. 

In besonders bevorzugter Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung ist vorgesehen, daB nach der Affinitatsbindung der in 50 
der Probe vorhandenen Nucleinsauren an die DNA-Mi- 
schung Verunreinigungen mittels geeigneter Pufferlosungen 
oder Wasser entfemt werden. Nach dem erfolgten Wasch- 
schritt kann die affinitatsgebundene Nucleinsaure durch Er- 
hohung der Umgebungstemperatur, beispielsweise auf min- 55 
destens 70°C zum Beispiel Siedetemperatur, in Gegenwart 
eines geeigneten Losemittels, zum Beispiel einer Pufferlo- 
sung oder Wasser, von der DNA-Mischung abgelost wer- 
den. Die Abldsung kann auch durch Erhdhung der Ionen- 
starke des Losepuffers oder eine Veranderung des pH-Wer- 60 
tes erfolgen. Die erhaltene Nucleinsaure ist frei von Verun- 
reinigungen und kann insbesondere durch PGR- Verfahren, 
auch in Gegenwart der immobilisierten DNA-Mischung, 
amplifiziert werden. 

Die vorliegende Erfindung betriff t auch eine Vorrichtung, 65 
insbesondere eine Affinitatsmatrix, zur Isolierung von Nu- 
cleinsauren aus einer Probe, insbesondere zur Durchf Uhrung 
eines vorgenannten Verfahrens, umfassend eine nur aus Zu- 
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fallssequenzen bestehende, vorstehend beschriebene, DNA- 
Mischung, die an einer Matrix immobilisiert ist Die Erfin- 
dung sieht also eine Vorrichtung, insbesondere eine Affini- 
tatsmatrix, vor, mit Hilfe derer das vorgenannte Verfahren 
durchgefuhrt werden kann, insbesondere mit Hilfe derer Nu- 
cleinsauren aus einer beliebigen Probe in einfacher und ko- 
stengunstiger Weise isoliert werden konnen. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung umfaBt eine Matrix, 
die beispielsweise als Membran, als Kugelchen (beads) oder 
Saulengel ausgefuhrt sein kann und als Trager oder Grund- 
geriist fur die nur aus Zufallssequenzen bestehende DNA- 
Mischung fungiert. Es kann auch vorgesehen sein, magne- 
tische Partikel, zum Beispiel Kugelchen, als Matrix einzu- 
setzen. 

Die Erfindung sieht in vorteilhafter Weise vor, als Mate- 
rial fur die Matrix ein chernisch und physikalisch weitge- 
hend inertes Material einzusetzen, wie Glas oder Kunststoff, 
zum Beispiel Polystyrol oder Polypropylen. 

Insbesondere muB das Material geeignet sein, Tempera- 
turunterschiede in einem Intervall zwischen 10°C und 90°C, 
pH-Unterschiede in einem Intervall zwischen 0 bis 14 und 
Natrium- beziehungsweise Caliumchloridionenkonzentra- 
tionen in einem Intervall von 10 mM bis 2 M ohne Verande- 
rung der Materialeigenschaften zu tolerieren. Daruber hin- 
aus muB das eingesetzte Material unloslich in Wasser Deter- 
gentien und Tensidmischungen sowie chernisch inert gegen- 
uber chaotropen Reagenzien, wie zum Beispiel Isoguani- 
dinthiocyanat, sein. 

Die Matrix ist in vorteilhafter Weise auf ihrer Oberflache 
modifiziert, beispielsweise durch das Aufbringen von Bio- 
molekiilen, die hochaffin an der Oberflache des Matrixmate- 
rials binden. Ein derartiges auf der Matrix immobilisiertes 
Biomolekiil kann zum Beispiel Streptavidin sein. Die Ma- 
trixoberflache kann jedoch auch derart modifiziert sein, daB 
eine kovalente Bindung zwischen den Zufallssequenzen der 
DNA-Mischung und der Matrix ermoglicht wird. Demge- 
maB kann die Matrix Aminogruppen aufweisen, die iiber ei- 
nen Dialdehydspacer beziehungsweise ein Dialdehydver- 
bindungsmolekul, zum Beispiel Glutardialdedyd, unter Bil- 
dung einer SchifTschen Base mit einer zum Beispiel am 5'- 
Ende der DNA-Zufallssequenzen emgefuhrten Aminofunk- 
tion eine Bindung eingehen kann. ErfindungsgemaB kann 
vorgesehen sein, die Matrix vor Modifizierung ihrer Ober- 
flache zu reinigen, zum Beispiel mit Salpetersaure. Zudem 
sieht die Erfindung in vorteilhafter Ausfuhrungsform vor, 
die Oberflache der Matrix vor der Modifizierung zu silani- 
sieren. 

Die Zufallssequenzen der DNA-Mischung weisen dem- 
gemaB zum Zweck der Immobilisierung an der Matrix eben- 
falls Modifikationen, vorzugsweise am 5'-Ende, auf. Derar- 
tige Modifikationen konnen beispielsweise mit dem 5'-Ende 
der DNA-Zufallssequenz verbundene Biomolekiile wie Bio- 
tin sein, die hochaffin an auf der Matrix immobilisierte an- 
dere Biomolekiile binden, wie beispielsweise Streptavidin. 
Es kann auch vorgesehen sein, Aminofunktionen in die 
DNA-Zufallssequenzen einzufuhren, so daB diese unter Bil- 
dung einer SchifTschen Base mit an der Matrix immobili- 
sierten Aldehydgruppen kovalent binden konnen. 

In jedem Fall werden die modifizierten DNA-Zufallsse- 
quenzen in Einzelstrangform, also die DNA-Mischung, und 
die modifizierten Matrix miteinander in Kontakt gebracht, 
so daB die DNA-Mischung an der Matrix immobilisiert 
wird. Die rnit der erfindungsgemaB einzusetzenden DNA- 
Mischung beladene Matrix wird im Zusammenhang mit der 
vorliegenden Erfindung auch als Affinitatsmatrix bezeich- 
neL 

Die erfindungsgem&Be Vorrichtung oder Affinitatsmatrix 
kann in vorteilhafter Weise auch auf der Oberflache von Par- 
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tikeln aufgebracht werden, die im Rahnien eines Auf schlus- 
ses dem AufschluB zu- beziehungsweise ausgeselzt werden. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung einer nur aus 
Zufallssequenzen bestehenden DNA-Mischung, insbeson- 
dere einer gleichteiligen Mischung, aus 4* verschiedenen 
DNA-Zufallssequenzen, wobei x gleicb der Kettenlange der 
DNA-Zufallssequenz ist, vorzugsweise 10, zur Isolierung 
von Nucleinsauren aus einer Probe. 

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung erge- 
ben sicb aus den Unteransprucben. 

Die Erfindung wird anhand von Ausfuhrungsbeispielen 
und dazugehoriger Figuren naher erlautert 

Die Rguren zeigen: 

Fig. 1 eine Matrix einer erfindungsgemafien Vorrichtung, 

Fig. 2 eine erfindungsgemaBe Vorrichtung beziehungs- 
weise DNA- Affinitatsmatrix, 

Fig. 3 ein Elektropherogramm und 

Fig. 4 zwei Chromatogramme der Bindung von Standard- 
DNA an unbehandelte und behandelte Glasperlen. 

Beispiel 1 

Vorrichtung zur DNA-Isolierung 

Die Fig. 1 zeigt eine Matrix 10, die in Form einer Mem- 
bran 1 ausgefuhrt ist. Die Membran 1 ist auf ihrer Oberfla- 
che mit Streptavidinmolekulen 3 beschichtet. 

Die Fig. 2 stellt eine Af&nitatsmatrix 100 dar, die herge- 
stellt wurde, indem die Matrix 10 mit 5' modifizierten che- 
misch Oder synthetisch hergesteUten DNA-Zufallssequen- 
zen 7, 7, T einer DNA-Mischung in Einzelstrangform in 
Kontakt gebracht wurde, wobei die 5'-Modifikation der 
DNA-Zufallssequenz diese in die Lage versetzt, hochaffin 
an die Streptavidinmolekule 3 zu binden. Die Fig. 2 stellt 
dar, daB die 5-Enden der DNA-Zufallssequenzen 7, 7\ T 
jeweils an Biotin 5 gebunden sind. Die Biotinmodifikation 
am 5-Ende der DNA-Zufallssequenzen 7, 7, V bindet 
hochaffin an die immobilisierten Spreptavidinmolekule 3, 
so daB eine auf einer Matrix 10 immobilisierte DNA-Mi- 
schung mit den einzelnen DNA-Zufallssequenzen 7, 7', V 
gebildet wird. 

Beispiel 2 

Isolierung von DNA aus einem ZellaufschluB 

A) Herstellung der Affinitatsmatrix 

' FurdieVersuchewurdenBaUofiniMicro-GlaskugelnTVP 
3000 der Firma Potters-Ballotini GmbH, Kirchheimbolan- 
den verwendet Ihre GroBe war mit bis zu 50 urn angegeben. 
Um das Ausgangsmaterial zu reinigen und die Oberflache 
fur die Silanisierung vorzubereiten, wurden die Glaskiigel- 
chen in Salpetersaure gekocht 50 g der Glaskugelchen wur- 
den in einen 1 i-Dreihalskolben mit Rucklaufkiihler zu 
500 ml circa 7%iger Salpetersaure gegeben. Uber einen 
Heizpilz wurde bis zum Sieden erhitzt und 1 Stunde unter 
RuckfiuB gekocht. Wahrenddessen wurde uber einen Ma- 
gnetruhrer mit Riihrfisch geriihrt. Nach dem Erkalten wurde 
die uberstehende Fliissigkeit abdekantiert Die Glaskugel- 
chen wurden dreimal mit Wasser in MMiQ-Qualitat gewa- 
schen und uber eine Nutsche abfiltriert. Bei 95°C wurden sie 
uber Nacht im Trockenschrank getrockneL Da nach dem 
Trocknen mit bloBem Auge noch Verunreinigungen zu er- 
kennen waren, wurde der gesamte Reinigungsvorgang 
nochmals wiederholL 

10 g der trockenen und gereinigten Glaskugelchen wur- 
den zu 200 ml trockenem Methanol in einen 250 ml Ein- 



hals-Rundkolben gegeben. Der Kolben wurde mit Argon ge- 
spult Es wurden 20 ml 3-Aminopropyltrimethoxysilan 
(Fluka) zugegeben. Als Katalysator wurden 0,5 ml Triethy- 
lamin zugesetzL Der Ansatz wurde 2 Stunden bei Raumtem- 
5 peratur geriihrt. Die Reaktionslosung wurde abdekantiert 
und die Glaskugelchen mit Wasser (MilliQ) gewaschen und 
uber eine Nutsche abfiltriert. 

Zunachst wurde aus 160 ml 0,1 M K 2 HP0 4 und 40 ml 
0,1 M KH 2 P0 4 ein Kaliumphosphatpuffer hergestellt und 
10 auf pH 7,5 eingesteUt. Aus 10 ml 25%iger Glutardialdehyd- 
Losung und 90 ml des Kaliumphosphatpuffers wurde eine 
2,5%ige GLutardialdehyd-Losung hergesteEL Zu 40 ml der 
2,5%igen Glutardialdehyd-L6sung wurden 4g der silani- 
sierten Glaskugelchen zugegeben und circa 1 Stunde bei 
15 Raumtemperatur geriihrt. Die Glaskugelchen wurden an- 
schlieBend mit Wasser, KaliumphosphatpurTer und wieder 
gut mit Wasser gewaschen. 

Oligonukleotide (1 umol pro Ansatz) (15- mere, jedes 15- 
mer in gleicher Konzentration, das heiBt, es iiegt eine Vertei- 
20 lung samtlicher theoretisch moglicher Ohgomere mit den 
Nucleotiden A, T, G und C in jeweils gleichen Anteilen vor, 
Firma Interactiva, Ulm, Deutschland) wurden in 1 ml Kali- 
umphosphatpuffer aufgenommen. In einem 15 ml Rohrchen 
(Greiner GmbH) wurde zu 4 ml KaliumphosphatpurTer 1 g 
25 der silanisierten und mit Glutardialdehyd aktivierten Glas- 
kugelchen sowie 1 ml der Primer-Losung zugegeben. Der 
Ansatz wurde kurz in Eis gekuhlt Ober Nacht wurde das 
Rohrchen im Kuhlraum auf einen Roller gelegt und dort 17 
Stunden gerollt Die Glaskugelchen wurden in einer Mini- 
30 fuge (Heraeus) 5 Minuten bei 1500 U/min abzentrifugiert 
Der "Oberstand wurde abdekantiert und zunachst im Kiihl- 
schrank aufbewahrt. Das Pellet wurde dreimal in circa 6 ml 
Kaliumphosphatpuffer aufgenommen und abzentrifugiert, 
um ungebundene Primer auszuwaschen. Die Kiigelchen 
35 wurden mit Wasser (MilliQ) aufgeschlemmt und je zur 
Halfte in zwei Eppendorfhutchen gegeben. Die eine Halfte 
wurde so eingefroren, die andere Halfte wurde in 3 Durch- 
gangen zu je 10 Minuten in der Speedvac getrocknet und 
ebenfaUs im Gefrierschrank gelagert Um abschatzen zu 
40 konnen, ob Utsachlich Primer gebunden wurden, wurden 
von der Primer-Stammlosung und vom Uberstand nach dem 
Anfugen UV-Spektren bei 260 mm aufgenommen. Aus den 
Spektren wurde die jeweilige Primer-Konzentration ermit- 
telL 



B) ZellaufschluB und DNA-Isolierung 

In einem ReaktionsgefaB wurden 10 2 bis lO 9 der aufzu- 
schlieBenden ZeUen in 0,05 bis 1 ml eines Puffers der Zu- 

50 sarnmensetzung 137 mM Naa 2,7 mM KC1, 1,5 mM 
KH 2 P0 4 und 8,1 mM Na 2 HP0 4 , pH = 7,0, vorgelegL An- 
schlieBend wurden 50 bis 500 mg der OUgonukleotid-be- 
schichteten Affinitatsperlen zugegeben. Zum AufschluB der 
Zellen wurde in die entstehende Mischung Ultraschall der 

55 Frequenz 20 bis 30 kHz uber einen Becherresonator einge- 
koppeit Das Reaktionsgemisch erwarmte sich dabei auf 
durchschnittlich 80°C, was ausreichte, die freigesetzte dop- 
pelstrangige DNA zu denaturieren, so daB sie beim Abkiih- 
len der Reaktionsmischung durch Hybridisierung an die Af- 

60 finitatsmatrix zu binden vermochte. Durch Unterschichten 
des Reaktionsgemisches mit Chloroform wurde eine Pha- 
sentrennung herbeigefuhrt, wobei sich die Glasperlen, auf- 
grund ihres hohen spezifischen Gewichtes in der Chloro- 
formphase anreicherten. Der waBrige tJberstand, der neben 

65 ZeUtrummem alle wasserlosUcben Bestandteile des ZeUauf- 
schlusses enthalt, wurde abgenommen und die Glasperlen, 
denen die zu isolierende DNA anhaftete, im Vakuum ge- 
trocknet. 
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Wurde die Isolierung der DNA an Dynabeads durchge- 
fuhrt, wurden^O pi Zeilysat mit 50 pi konjugierten Dynabe- 
ads der Konzentration 5 mg/ml in einem Puffer der Zusam- 
mensetzung 20 mM Tris/HCl pH = 7,5, 1 M LiCl, 2 mM 
EDTA, versetzt. Das resultierende Gemisch inkubierte hier 5 
fiir 10 Minuten auf einem Roller und fur weitere 10 Minuten 
im Stehen. Die mit DNA beladenen Partikel wurden magne- 
tisch separiert und zweimal mit je 100 ul Waschpuffer nach 
Herstellerangaben gewascben. 

10 

C) Elution von DNA von der Affinitatsmatrix 

Die DNA enthaltenden Af&nitatsmatrices wurden wahl- 
weise in Wasser oder einem Puffer der Zusammensetzung 
10 mM Tris, 1 mM EDTA, ph = 8,0 aufgewarmt. Die resul- 15 
tierende Suspension wurde 10 Minuten zum Sieden erhitzt, 
wobei sich die an die Affinitatsmatrix gebundene DNA loste 
und mit dem tfberstand, in der Hitze, abgenommen werden 
konnte. 

20 

Beispiel3 

DNA-Isolierung und PGR 

In einem ersten Experiment wurde die prinzipielle Durch- 25 
fiihrbarkeit der Isolierung von DNA an immobilisierten 
DNA-Zufallssequenzen (15-mere, wie in Beispiel 2) ge- 
zeigt Dazu wurden am 5'-Ende biotinylierte DNA-Zufalls- 
sequenzen an kommerziell erhaltliche Streptavidin-be- 
schichtete magnetische Partikel immobilisiert und ihre 30 
DNA-Bindungseigenschaften mit den Bindungseigenschaf- 
ten eines kommerziell erhaltlichen DNA-Isolierungssy- 
stems (DYNAL Direct) verglichen. Als Referenz-DNA 
diente ein das MEF-Gen enthaltendes Plasmid, das aus intak- 
ten Escherichia coli Zellen durch chemischen ZellaufschluB 35 
freigesetzt wird. Nach der PI as mid-Isoli eru n g wurde das 
MIF-Gen mit einem geeigneten Sondenpaar amplifiziert und 
die PCR-Produkte elektrophoretisch getrennt Die Ergeb- 
nisse dieser Vergleichsuntersuchungen sind in Fig. 3 darge- 
stellt Die Bahnen 3 und 4 des Elektropherogramms repra- 40 
sentieren das MIF-PCR-Produkt von Plasmid-DNA, die an 
DNA-Zufallssequenzen isoliert werden konnte. Dem sind in 
den Bahnen 5 und 6 die MIF-PCR-Produkte der mit Hilfe 
des kommerziellen Systems isolierten Plasmid-DNA gegen- 
iibergestellt Es zeigt sich weder ein qualitativer, noch ein 45 
quantitativer Unterschied zwischen beiden Isolierungsstra- 
tegien. 

Beispiel 4 

50 

Affinitatschromatographie 

Die als Affinitatsmatrix zur DNA-Isolierung hergestellten 
Glasperlen nach Beispiel 2 wurden in eine HPLC-Leersaule 
ubergefuhrt und dort auf ihre DNA-Bindungskapazitat un- 55 
tersucht Ein wesentlicher Vorteil saulenchromatographi- 
scher Verfahren gegenttber sogenannten Batch- Verfahren ist 
ihre hohe Reproduzierbarkeit und die Moglichkeit, die \fer- 
suchsbedingungen (RuBrate, Laufmittel, Temperatur) auf 
einfache Weise variieren zu konnen. Die Fig. 4 stellt Giro- 60 
matogramme der Bindung von Standard-DNA (jeweils 
25 ug) bei 50°C und einem Puffer der Zusammensetzung 
10 mM Tris, 1 mM EDTA, 100 mM Nad, pH = 8,0 an un- 
behandelte Glasperlen und an Glasperlen mit immobilisier- 
ten DNA-Zufallssequenzen dar. Die Differenz der Flachen 65 
unter den Kurven (Kurve 1 : Glasperlen ohne DNA-Zufalls- 
sequenz; Kurve 2: Glasperlen mit DNA-Zufallssequenz) 
entspricht der DNA-Bindungskapazitat der Affinitatsmatrix. 
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Die RuBrate betrug jeweils 0,1 ml/min. Unter den gewahl- 
ten Bedingungen zeigte sich (vgl. Fig. 4), dafi die DNA-Bin- 
dungskapazitat der mit Zufallssequenzen beschichteten 
Glasperlen die Bindungskapazitat unbeschichteter Glasper- 
len urn das 7,16 fache ubertraf. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Isolierung von Nucleinsauren aus ei- 
ner Probe, wobei eine immobilisierte, nur aus Zufalls- 
sequenzen bestehende DNA-Mischung mit der Probe 
so in Kontakt gebracht wird, daB eine Bindung von in 
der Probe vorhandenen Nucleinsauren an. die immobi- 
lisierte DNA-Mischung stattfinden kann und wobei die 
gebundenen Nucleinsauren nach einem gegebenenfalls 
erfolgenden Waschschritt von der immobilisierten 
DNA-Mischung abgelost werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die immobili- 
sierte, nur aus Zufallssequenzen bestehende DNA-Mi- 
schung unter EinfluB einer Ultraschallbehandlung mit 
der Probe in Kontakt gebracht wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die ge- 
bundenen Nucleinsauren durch Erh&hung der Tempe- 
ratur, insbesondere auf 70°C in Gegenwart eines Lose- 
mittels abgelost werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei 
das Losemittel, das Waschmittel oder beides Wasser 
oder eine Pufferlosung ist 

5. Vorrichtung zur Isolierung von Nucleinsauren aus 
einer Probe, insbesondere zur Durchfuhrung eines Ver- 
fahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 4, umfassend 
eine nur aus Zufallssequenzen (7, 7', 7") bestehende 
DNA-Mischung, die an einer Matrix (10) immobilisiert 
isL 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, wobei die DNA-Mi- 
schung 4 X verschiedene DNA-Zufallssequenzen (7, 7, 
7") aufweist, mit x gleich der Anzahl der Nucleotide 
pro DNA-Zufallssequenz, vorzugsweise mit x gleich 
10. 

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 5 oder 6, 
wobei in der DNA-Mischung die Zufallssequenzen (7, 
7', 7") zu, vorzugsweise im wesentlichen, gleichen An- 
teilen vorhanden sind. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 5 bis 7, wo- 
bei jede Zufallssequenz (7, 7', 7") am 5'-Ende modifi- 
ziert, insbesondere biotinybert, ist. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 5 bis 8, wo- 
bei jede einzelne DNA-Zufallssequenz (7, 7', 7 M ) am 5- 
Ende eine Aminogruppe aufweist. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 5 bis 9, 
wobei die Oberflache der Matrix (10) immobilisierte 
Biomolekule (3) zur Bindung der DNA-Mischung auf- 
weist, insbesondere Streptavidin. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 5 bis 9, 
wobei die Oberflache der Matrix (10) Aminogruppen 
aufweist, an die Dialdehydgruppen gebunden sind. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 5 bis 11, 
wobei die Matrix (10) als Membran (1) oder Saulengel 
ausgefuhrt ist 

13. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 5 bis 12, 
wobei die Vorrichtung auf der Oberflache von Partikeln 
aufgebracht ist 

Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 
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